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【研究目的】 
	 C4 植物は、取り込んだ CO2 を葉肉細胞で C3 化合物と結合させ、C4 化合物をつくる。その C4
化合物を維管束鞘細胞へ輸送し、そこで脱炭酸させ CO2 を濃縮している。これを C４サイクルと
呼んでいる。キク科 Flaveria 属 C3 種、C4 種を用いたトランスクリプトーム解析によって、
RETICULATA RELATED 3	 ( RER3 )が C4種において高発現となっていると明らかになった。
RER3 は葉緑体移行シグナルと３つの膜貫通領域が持つことが予測されている。また、
Arabidopsis thaliana の rer3 変異体では、ピルビン酸の下流の代謝と芳香族アミノ酸の合成経路
であるシキミ酸経路に異常が起きることが報告されている。しかし、RER3 の詳細な機能は明ら
かとなっていない。C4 種 Flaveria bidentis ゲノムには AtRER3 と相同性の高い３つの遺伝子
FbRER3A、B、C を、コードされており、それらのうち FbRER3A が最も高い発現量を示す。卒
業研究では、FbRER3A が葉緑体で脱炭酸を行う NADP-ME 型の C4種 Zea mays や F. bidentis
で高発現しており、F. bidentis において維管束鞘細胞の葉緑体に局在するということを明らかに
した。本研究では RER3 の詳細な局在解析と RNAi 株の作成、FbRER3A の複合体形成の可能性
を解析し、C4光合成における RER3 の機能の解明を目指した。 
 
【実験方法・実験結果】 
	 FbRER3A、B と eYFP の融合タンパク質発現コンストラクトを作成し、プロトプラストに導入
し、一過的に発現させ、局在を解析した結果、FbRER3A と FbRER3B は葉緑体に移行すること
が明らかとなった。単離葉緑体から、ショ糖密度勾配遠心法を利用して、内包膜、外包膜、葉緑
体内部のストロマ、チラコイド膜を分画し、ウエスタンブロット解析を行った。その結果、
FbRER3A は内包膜に局在することが明らかとなった。RNAi により FbRER3A の発現を抑制す
るため、FbRER3A-RNAi コンストラクトを作成し、形質転換を行った。芽生えから切り出した
胚軸をコンストラクト導入したアグロバクテリアに感染させ、カルス化および再分化させた。再
分化したシュートが得られたが、シュートはその後白化し、枯死した。CO2 濃縮機能の低下によ
る影響を低減するために、高 CO2環境下で再分化を試みたが、FbRER3A-RNAi 株は取得できな
かった。Blue Native-PAGE によりタンパク質複合体を分離し、ウエスタンブロット解析を行っ
た結果、約 300 kDa 付近で FbRER3A のシグナルが観察されたため、FbRER3A は複合体を形成
していることが明らかとなった。また、C4 サイクルにおいて機能していると考えられている
BASS2 複合体と FbRER3A 複合体のサイズは異なるということが明らかとなった。 
 
【考察】 
	 FbRER3A は維管束鞘細胞の葉緑体の内包膜に局在しており、約 300 kDa の複合体を形成して
いることが明らかとなった。FbRER3A-RNAi 株のシュートが生育しなかったことから RER3 は
C4光合成に必須であると考えられる。内包膜には基質特異性の高いトランスポーターが多く存在
していることが知られている。上記の結果から、RER3 は C4光合成に関連のあるトランスポータ
ーとして機能していると可能性が高い。BASS2、PPT、OMT1、DCT2 の 4 つのトランスポータ
ーが C4サイクルにおいて機能していると考えられており、FbRER3A がこれらと複合体を形成す
ることが考えられた。しかし、BASS2 と FbRER3A はそれぞれの複合体サイズが異なり、PPT
と OMT1 は葉肉細胞において機能するため、これらと FbRER3A が複合体を形成する可能性は低
いと考えられる。今後、DCT2 との複合体形成の可能性を調べることで RER3 の機能が明らかに
なると考えられる。また、NADP-ME 型の C4 サイクルにおいて維管束鞘細胞の葉緑体において
Alanine、Aspartate、Pyruvate のトランスポーターは明らかになっていないため、FbRER3A は
それらのトランスポーターとして機能することも考えられる。 
 
